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Pengujian Toksisitas, Antioksidan dan Molecular Docking
terhadap Senyawa Penyusun Ekstrak Sponge Clionidae sp.
Kepulauan Kangean

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui metode ekstraksi dan
karakterisasi ekstrak sponge Clionidae sp., mengetahui tingkat
toksisitas terhadap Artemia salina Leach. (Larva Udang), nilai
antioksidan terhadap DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) ekstrak
sponge Clionidae sp. dengan pelarut n-heksana, n-butanol, etil asetat,
dan metanol, serta untuk mengetahui senyawa dominan penyusun
ekstrak sponge yang memiliki nilai toksisitas tertinggi dari hasil
analisis LC-MS dan untuk mengetahui interaksi dari senyawa
penyusun ekstrak sponge sebagai ligan dengan sel kanker sebagai
reseptor berdasarkan hasil molecular docking. Metode ekstraksi
dilakukan menggunakan metode ekstraksi sonikasi. Kemudian,
ekstrak  kasar dilakukan = karakterisasi dengan menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dan FTIR. Uji toksisitas dilakukan dengan
metode BSLT dan Uji antioksidan dilakukan dengan metode DPPH.
Hasil uji toksisitas dan antioksidan didapatkan bahwa ekstrak etil
asetat memiliki tingkat toksisitas tertinggi dengan nilai LCso sebesar
62.50 ppm dan ekstrak n-butanol memiliki tingkat antioksidan
tertinggi dengan nilai 1Cso sebesar 77.34 ppm. Stigmatellin Y,
Maraniol dan Tobramycin merupakan senyawa yang terdapat dalam
ekstrak etil asetat dan berdasarkan hasil molecular docking didapatkan
bahwa senyawa Stigmatellin Y mampu menghambat  reseptor
penyakit kanker payudara, kanker kolon , kanker serviks dan reseptor
penyebab kanker. Maraniol dan Tobramycin dapat menghambat
reseptor kanker payudara.

Kata kunci: Sponge Clionidae sp., Toksisitas, Antioksidan, LC-
MS, docking
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Toxicity Test, Antioxidants and Molecular Docking from
the Compounds of Sponge Extract Clionidae sp. Kangean
Islands

ABSTRACT

This study aims to determine the extraction method and
characterization of sponge extract Clionidae sp., to determine the level
of toxicity against Artemia salina Leach. (Shrimp Larvae), the
antioxidant value of DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) from
sponge extract Clionidae sp. with n-hexane, n-butanol, ethyl acetate,
and methanol solvents, and to find out the dominant compounds of the
sponge extract constituent which has the highest toxicity value from
the LC-MS analysis results and to find out the interaction of sponge
extract compounds as a ligands with cancer cells as receptors based on
molecular docking results. The extraction method was carried out
using the sonication extraction method. Then, the crude extracts were
characterized using UV-Vis and FTIR spectrophotometers. The
toxicity test was carried out by the BSLT method and the antioxidant
test was carried out by the DPPH method. Toxicity and antioxidant
test results showed that ethyl acetate extract had the highest toxicity
level with an LCso value of 62.50 ppm and n-butanol extract had the
highest antioxidant level with an ICsq value of 77.34 ppm. Stigmatellin
Y, Maraniol and Tobramycin are compounds that found in ethyl
acetate extract and based on the results of molecular docking found
that Stigmatellin Y compounds can inhibit breast cancer receptors,
colon cancer, cervical cancer and cancer-causing receptors. Maraniol
and Tobramycin can inhibit breast cancer receptors.

Keywords: Sponge Clionidae sp., Toxicity, Antioxidant, LC-MS,
docking
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sp. Spesies
Artemia salina L. Artemia salina Leach
DPPH 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
DMSO Dimetil Sulfoksida
nm nanometer
UV-Vis Ultraviolet-Visible
FTIR Fourier Transform Infrared
LC-MS Liquid Chromatography-Mass
Spectra
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sebanyak 71 % permukaan bumi tertutup oleh air laut yang
membuat laut memiliki berbagai macam sumber daya alam.
Organisme laut sangat beragam baik hayati maupun hewani
diantaranya yaitu ganggang, karang, sponge dan hewan intervertebrata
lain [1]. Sugumaran, et al [2] menyatakan bahwa organisme laut
merupakan sumber terbaik untuk zat antimikroba dan antitumor.
Indonesia merupakan negara yang kaya akan hasil alam salah satunya
yaitu hasil laut berupa sponge laut. Namun, sampai sekarang
pemanfaatan hasil laut masih belum dimaksimalkan terutama di
bidang farmasi [3]. Metabolit pada sponge laut dan produk alam lainya
bekerja bersaingan dengan lingkungannya, maka dari itu banyak
organisme laut yang berevolusi menjadi metabolit yang efisien dan
menunjukkan toksiksitas atau aktivitas biologis yang tinggi bahkan
pada konsentrasi yang sangat rendah [2]. Sponge laut dapat
menghasilkan zat bioaktif metabolit dalam konsentrasi tertentu yang
berfungsi sebagai zat pertahanan dirinya [4].

Sponge dapat menjadi organisme yang paling menjanjikan untuk
pengembangan obat karena sponge memiliki kemampuan untuk
mensintesis berbagai macam produk organik dan dapat menjadi
sumber utama produk laut yang aktif secara biologis [5]. Beberapa
dekade terakhir sponge laut telah dianggap sebagai bahan yang
memiliki bahan kimia bioaktif yang berkenaan dengan adanya zat
metabolit primer dan sekunder di dalamnya. Sponge laut
menghasilkan zat sitotoksik dengan konsentrasi yang tinggi dengan
cara mengeluarkan lendir beracun yang dapat membunuh spesies laut
lain sebagai pertahanan dirinya [6]. Senyawa dari sumber laut seperti
sponge memiliki sifat bioaktif seperti antitumor, antikanker,
antiproliferasi, sitotoksik serta antibiotik. Senyawa seperti fenol,
alkaloid, terpenoid, polyester, dan metabolit sekunder lain yang
terdapat dalam sponge laut, rumput laut dan dinoflagelata [7].

Sponge dari famili Clionidae adalah salah satu jenis organisme
penggali yang dapat menggali substrat berkapur seperti batu, terumbu
karang atau cangkang tiram. Penelitian mengenai sponge Clionidae
sp. dilaporkan oleh Palermo, et al. pada tahun 1998 bahwa isolat

1
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sponge famili Clionidae dan dari genus Cliona memiliki alkaloid
heksasiklis aromatik yaitu Storniamides A-D. Selain itu dilaporkan
pula bahwa isolat Cliona chilensis juga mengandung alkaloid
tripeptida yaitu Celenamide E. [8].

Uji antioksidan pada ekstrak sponge perlu dilakukan untuk
mengetahui aktivitas antioksidan dari senyawa dominan yang
mengadung fenolik atau senyawa heteroaromatik pada komponen
dominan ekstrak [9]. Suatu obat tersebut berada di antara konsentrasi
obat terendah di dalam plasma untuk memperoleh kerja obat yang
diinginkan. Senyawa-senyawa ini dapat digunakan sebagai obat jika
obat tersebut digunakan tidak melebihi nilai LCso dari nilai
toksisitasnya. Maka dari itu perlu dilakukan uji toksisitas pada ekstrak
[10].

Molecular docking merupakan metode yang digunakan
mengidentifikasi potensi penambatan ligan terhadap suatu reseptor
[11]. Molekul yang telah memenuhi syarat sebagai obat dianggap
dapat menjadi ligan yang cocok untuk studi pendekatan dengan
menggunakan docking. Reseptor suatu penyakit digunakan dan
dilakukan simulasi interaksi molekul dengan program Autodock dan
energi bebas Gibbs dihitung. Interaksi yang baik ditunjukan dari nilai
energi ikat yang minimum dari hasil docking [12].

Berdasarkan latar belakang di atas, penelitian ini dilakukan
dengan tujuan untuk mengekstraksi sponge Clionidae sp. dan
melakukan karakterisasi ekstrak sponge Clionidae sp., melakukan uji
toksiksitas dan uji antioksidannya, dan menganalisa senyawa
penyusun ekstrak yang memiliki nilai toksisitas tertingggi berdasarkan
hasil LC-MS serta uji aktivitas secara molecular docking antara ligan
dan reseptor.

1.2 Perumusan Masalah

1. Bagaimana metode ekstraksi dari sponge Clionidae sp. dan
karakterisasi ekstrak sponge dengan pelarut n-heksana, etil asetat,
n-butanol dan metanol?

2. Bagaimana tingkat toksisitas terhadap Artemia salina Leach dan
tingkat antioksidan terhadap radikal DPPH ekstrak sponge
Clionidae sp. dengan pelarut n-heksana, etil asetat, n-butanol, dan
metanol?
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Apa senyawa dominan yang terkandung dalam ekstrak pelarut
yang menunjukkan nilai toksisitas tertinggi terhadap Artemia
salina L. berdasarkan hasil analisis dengan LC-MS?

Bagaimana interaksi senyawa yang terdapat pada ekstrak sponge
Clionidae sp. terhadap reseptor sel kanker berdasarkan hasil
molecular docking?

1.3 Batasan Masalah

Bahan dasar sponge yang digunakan adalah sponge Clionidae sp.
yang diambil dari pulau Kangean.

Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi yaitu n-heksana, n-
butanol, etil asetat, dan metanol.

Hewan yang digunakan dalam uji toksisitas yaitu Artemia salina
L. dan bahan yang digunakan dalam uji antioksidan yaitu DPPH.
Karakterisasi dan analisis senyawa penyusun ekstrak sponge
dilakukan dengan spektrofotometer UV-Vis, spektrofotometer
FT-IR dan LC-MS.

Reseptor kanker diunduh dari Protein Data Bank.

1.4 Tujuan Penelitian

1.

Mengetahui metode ekstraksi sponge Clionidae sp. dan
karakterisasi ekstrak sponge dengan pelarut n-heksana, etil asetat,
n-butanol dan metanol.

Mengetahui tingkat toksisitas ekstrak sponge terhadap Artemia
salina Leach dan tingkat antioksidan terhadap radikal DPPH dari
ekstrak sponge dengan pelarut n-heksana, n-butanol, etil asetat,
dan metanol.

Mengetahui senyawa dominan penyusun ekstrak sponge yang
menunjukkan aktivitas toksisitas tertinggi terhadap Artemia
salina L. berdasarkan hasil analisis dengan LC-MS.

Mengetahui interaksi dari senyawa penyusun ekstrak sponge
sebagai ligan dengan sel kanker sebagai reseptor berdasarkan
hasil dari molecular docking.

1.5 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang

komponen dominan dalam sponge laut dengan famili Clionidae sp.
sebagai obat baru dalam pengobatan penyakit kanker.
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2.1 Sponge

Sponge laut merupakan hewan multiseluler paling primitif
(metazoa) yang hidup di terumbu karang dan memiliki kemampuan
untuk bersaing hidup dengan biota lain karena memiliki zat aktif
metabolit sekunder yang digunakan sebagai antipredator dan sebagai
bentuk dari pertahanan hidup sponge. Senyawa metabolit sekunder
dari sponge digunakan oleh manusia dalam proses pengobatan. Jenis
metabolit sekunder dari sponge yang menunjukkan sifat bioaktivitas
tertinggi vyaitu alkaloid, terpene dan polyacetate [13]. Senyawa-
senyawa bioaktif dari sponge laut memiliki sifat antibakteri,
antijamur, antikanker dan sitotoksik [14]. Sponge laut dapat menjadi
sumber utama produk alami laut yang aktif secara biologis, hal ini
dikarenakan sponge mampu mensintesis berbagai produk organik
yang sangat beragam [5].

Gambar 2.1 Clionidae sp.

Sponge merupakan salah satu jenis hewan laut yang memiliki
filum Porifera. Filum porifera diperkirakan memiliki 7000 spesies
yang teridentifikasi dari 15.000 spesies di dunia. Sponge dibagi
menjadi tiga kelas taksonomi yaitu Calcarea, Hexactinellida dan
Demospongiae [4]. Cliona celata merupakan salah satu jenis spesies
dari sponge dengan famili Clionidae. Cliona biasanya dapat
ditemukan pada daerah dengan zona beriklim subtidal atau tropis.
Cliona celata memiliki variasi warna oranye hingga kuning. Cliona
celata memiliki banyak zat metabolit sekunder diantaranya yaitu

h
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poriferasterol dan clionasterol yang ditemukan oleh Bergmann dan
penelitian lain menyatakan bahwa ekstrak etil asetat dari Cliona celata
ditemukan memiliki sifat antiinflamasi [15]. Dilaporkan oleh Palermo,
et al. pada tahun 1998 bahwa isolat Cliona chilensis juga mengandung
alkaloid tripeptida yaitu Celenamide E. [8].

2.2 Uji Toksisitas dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality
Test)

Uji Toksisitas dengan metode BSLT (Brine Shrimp Lethality Test)
merupakan suatu metode yang digunakan untuk mengukur nilai
toksisitas pada suatu ekstrak. Uji ini merupakan uji yang sangat
sederhana, cepat dan murah. Metode ini dilakukan secara in vivo
dengan cara menumbuhkan larva udang dan menambahkan larva
udang pada ekstrak uji. Larva udang tidak menerima makanan untuk
memastikan bahwa kematian yang diamati dalam uji toksisitas
dikarenakan senyawa bioaktif yang terkandung di dalam ekstrak.
Dilakukan perbandingan kontrol larva udang yang tidak diberikan
ekstrak dan larva udang yang ditambahkan ekstrak sehingga dapat
dideteksi persentase kematian yang dapat dihitung sebagai %
Mortality (Kematian Larva) [16].

% Kematian Larva = % hidup dalam kontrol - % hidup dalam ekstrak

Brine Shrimp Lethality Test (BSLT) dapat digunakan untuk
mendeteksi keberadaan senyawa toksik dan untuk menentukkan nilai
LCso dari senyawa aktif [17]. Suatu senyawa dapat dikatakan toksik
apabila nilai dari LCso <1000 ppm [18]. Hubungan antara LCso dengan
kategori toksisitas senyawa ditunjukan pada Tabel 2.1 [17].

Tabel 2.1 Kategori Toksisitas Sampel

Kategori Nilai LCs
Supertoksik <5 mg/kg
Sangat toksik 5-50 mg/kg
Toksik 50-500 mg/kg
Toksik medium 0,5-6 g/kg
Toksik ringan 5-159/kg
Non Toksik >15 g/kg




2.3 Uji Antioksidan

Uji aktivitas antioksidan dilakukan secara in vitro dengan metode
radikal DPPH. Aktivitas antioksidan memiliki peran penting karena
memiliki kemampuan untuk menetralkan dan mencegah radikal bebas,
termasuk spesies oksigen reaktif (ROS) dan turunannya [14]. Ekstrak
sponge dengan alkohol bertindak sebagai perangkap kuat untuk
radikal 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Pengujian antioksidan
dilakukan dengan menjebak radikal DPPH didasarkan pada transfer
satu elektron dari antioksidan ke radikal. Metode ini dilakukan dengan
mereaksikan ekstrak yang dilarutkan dengan metanol dan digunakan
variasi konsentrasi. Ekstrak metanol dalam konsentrasi tertentu
dilakukan penambahan larutan DPPH, diinkubasi dan diukur dengan
spektrofotometer uv vis pada panjang gelombang 516 nm. % inhibisi
dihitung dengan rumus sebagai % Inhibisi.

% Inhibisi = 100-(Asampel x 100/Akontrol)

Nilai ICso dihitung dengan cara membuat kurva antara konsentrasi

dan % inhibisi [19].
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2.4 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV Vis merupakan salah satu instrumen yang
dapat digunakan untuk mengetahui konsentrasi suatu larutan yang
memiliki ~ nilai  yang  sebanding  dengan  absorbansinya.
Spektrofotometri UV Vis merupakan metode yang menggunakan
instrumen spektrofotometer UV Vis dalam melakukan pengukuran
konsentrasi larutan yang belum diketahui berdasarkan hukum Lambert
Beer.  Prinsip pengerjaan dengan metode spektrofotometri
menggunakan instrumen spektrofotometer yaitu ketika cahaya putih
dilewatkan pada suatu larutan maka ada beberapa jumlah senyawa
yang menyerap cahaya pada panjang gelombang tertentu untuk
mempromosikan suatu elektron dan memantulkan cahaya tertentu
[19]. Miller, et al. tahun 2010 menyatakan bahwa pembacaan
absorbansi pada ekstrak sponge dilakukan pada panjang gelombang
350-650 nm atau 200-800 nm untuk mencari panjang gelombang
maksimum yang menghasilkan absorbansi maksimum dari ekstrak
tersebut [20].
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2.5 Spektrofotometer Fourier Transform-Infra Red (FT-IR)

Analisis FTIR merupakan metode yang digunakan untuk
mengidentifikasi tipe gugus fungsional yang terkandung dalam suatu
senyawa. FTIR tidak bisa digunakan untuk menentukan struktur
molekul tanpa dukungan dari instrumen lain. Namun, FTIR dapat
digunakan untuk membantu mengidentifikasi jenis-jenis fungsional
dari kelompok senyawa [21]. Penelitian Andersen dan Stonard tahun
1979 [22] menyatakan hasil identifikasi ekstrak sponge Cliona celata
dengan menggunakan spektrofotometer FTIR didapatkan pita
absorbsi OH/ NH yang besar pada bilangan gelombang 3300 cm* dan
pita melebar dari amida karbonil pada bilangan gelombang 1635 cm*
serta terdapat pita absorbsi pada bilangan gelombang 1760, 1627 cm-
!, Data serapan dan gugus fungsi dijelaskan pada Tabel 2.2 [19].

Tabel 2.2 Daerah serapan inframerah

Gugus Fungsi Daerah serapan (cm)

O-H 3600-2500
Alkohol : 3000-2500
Asam Karboksilat : 3600-3000

Unsaturated : 3100-3000

C-H Saturated : 2900
3500-3300
N-H RNH, : 3000

R2NH : 2700-2250
RsN : 2700-2250

Alkuna : Terminal (2140-2100)
C-C Internal (2260-2190)
Alkena : 1680-1600)

C-O0 1300-1100
C=0 Keton : 1725-1705

Asam Karboksilat : 1725-1700
Ester : 1750-1730




2.6 LC-MS

LC-MS atau Liquid Chromatography Mass Spectra merupakan
instrumen  yang  menggabungkan antara teknologi  Liquid
Chromatography dengan sistem Mass Spectra yang dapat digunakan
untuk analisis struktur, kualitatif dan kuantitatif. Dalam penemuan
senyawa obat di dalam sponge laut, LC-MS dapat digunakan untuk
penentuan berat molekul suatu senyawa dalam ekstrak sponge. LC-
MS digunakan untuk dapat meningkatkan sensitivitas dan untuk
mempercepat proses analisis. Informasi berat molekul yang diperoleh
dari suatu ekstrak dibandingkan dengan database produk sistem MS
sehingga dapat diketahui informasi mengenai senyawa bioaktif dan
spektra MS nya [23].
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2.7 Molecular Docking

Studi molecular = docking dilakukan dilakukan  untuk
mengidentifikasi potensi ligan yang digunakan terhadap reseptor [11].
Program yang dapat digunakan untuk melakukan proses docking
diantaranya yaitu Autodock vina, Nwchem untuk mengoptimasi
geometri dan meminimisasi energi, Jmol dan Pymol digunakan untuk
visualisasi data, Visual Molecular Dynamics (VMD) digunakan untuk
memisahkan protein dengan molekul air dan Chemcraft digunakan
untuk mengubah format ligan. Reseptor yang digunakan harus
dilakukan optimasi dengan cara menghilangkan air, hal ini dilakukan
untuk mempercepat proses perhitungan Docking karena molekul air
dapat memperlambat proses perhitungan [24]. Molekul yang
memiliki nilai antioksidan dan toksisitas tinggi dianggap sebagai ligan
uji untuk pendekatan. Analisis interaksi ligan dan reseptor dilakukan
secara real time dengan menghitung energi bebas Gibbs. Nilai
koefisien energi ikat yang minimum menunjukkan hasil interaksi
docking yang terbaik [12].
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METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kimia Organik dan
Laboratorium Instrumentasi, Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan
Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya, Malang. Identifikasi
taksonomi sponge dilakukan di Laboratorium Zoologi dan Rekayasa,
Institut Teknologi Sepuluh November, Surabaya. Penelitian dilakukan
pada bulan Agustus 2019 hingga November 2019.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

3.2.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi peralatan
gelas (erlenmeyer 250 mL, piala gelas 250 mL, 500 mL, 1000 mL,
corong gelas, botol vial, gelas ukur 25 mL, 100 mL), sonikator, pipet
tetes, aluminium foil, kertas saring, plastic wrap, aerator, botol plastik,
rotary evaporator IKA RV 10 digital, Spektrofotometer UV-Vis merk
Shimadzu 1601, FT-IR tipe Shimadzu 8400S, LC-MS, Laptop merk
ASUS Vivo Book.
3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Sponge
dengan famili Clionidae sp. yang diperoleh dari pulau Kangean,
pelarut etil asetat, n-heksana, n-butanol, metanol, etanol 96 %. Bahan
yang digunakan untuk uji toksisitas yaitu larutan Dimetil Sulfoksida
(DMSO0), air laut dan Artemia salina L. dan bahan yang digunakan
untuk uji- antioksidan yaitu metanol, 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) dan akuades.

3.3 Tahapan Penelitian

1. Preparasi sampel sponge.

2. Ekstraksi sponge menggunakan pelarut n-heksana, n-butanol,
metanol dan etil asetat dengan bantuan ultrasonik.

3. Uji toksisitas ekstrak sponge terhadap Artemia salina L.

4. Uji antioksidan ekstrak sponge dengan radikal DPPH.

5. Karakterisasi ~ produk ekstrak  kasar  sponge  dengan
spektrofotometer UV-Vis dan FT-IR.
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6. Analisis senyawa penyusun ekstrak sponge yang memiliki nilai
LCso tertinggi dengan instrumen LC-MS.

7. Docking senyawa penyusun ekstrak sponge dengan resptor
kanker.

8. Analisis data

3.4 Prosedur Kerja
3.4.1 . Preparasi sampel sponge

Sponge laut diambil dari pulau Kangean, Madura disimpan
dalam freezer. Kemudian, dilakukan identifikasi penentuan spesies di
Laboratorium Zoologi dan Rekayasa, Institut Teknologi Sepuluh
November, Surabaya. Sponge dibersihkan menggunakan etanol 96 %
dengan bantuan kuas. Setelah dibersihkan sponge dipotong kecil-kecil
dan dikeringkan dalam ruangan (tidak terkena sinar matahari
langsung) selama 2-3 hari. Kemudian, sponge dihaluskan dengan
menggunakan blender sampai menjadi serbuk dan ditimbang bobot
total dengan menggunakan neraca.

3.4.2 Ekstraksi sponge menggunakan variasi pelarut

3.4.2.1. Pelarut n-Heksana

Sponge yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 24 gram
dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian,
ditambahkan pelarut n-heksana sebanyak 200 mL. Erlenmeyer ditutup
dengan aluminium foil dan dimasukkan ke dalam sonikator dan
dilakukan sonikasi selama satu jam. Setelah disonikasi, dilakukan
penyaringan sehingga didapatkan larutan yang jernih dan dipekatkan
dengan ‘menggunakan rotary evaporator. Kemudian, dilakukan
karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.

3.4.2.2. Pelarut n-butanol

Sponge yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 24 gram
dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian,
ditambahkan pelarut n-butanol sebanyak 200 mL. Erlenmeyer ditutup
dengan aluminium foil dan dimasukkan ke dalam sonikator dan
dilakukan sonikasi selama satu jam. Setelah disonikasi, dilakukan
penyaringan sehingga didapatkan larutan yang jernih dan dipekatkan
dengan menggunakan rotary evaporator. Kemudian, dilakukan
karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR.

12
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3.4.2.3. Pelarut etil asetat

Sponge yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 24 gram
dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian,
ditambahkan pelarut etil asetat sebanyak 200 mL. Erlenmeyer ditutup
dengan aluminium foil dan dimasukkan ke dalam sonikator dan
dilakukan sonikasi selama satu jam. Setelah disonikasi, dilakukan
penyaringan sehingga didapatkan larutan yang jernih dan dipekatkan
dengan menggunakan rotary evaporator. Kemudian, dilakukan
karakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR serta
analisis dengan LC-MS.

3.4.2.4. Pelarut metanol

Sponge yang telah dihaluskan ditimbang sebanyak 24 gram
dan dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian,
ditambahkan pelarut metanol sebanyak 200 mL. Erlenmeyer ditutup
dengan aluminium foil dan dimasukkan ke dalam sonikator dan
dilakukan sonikasi selama satu jam. Setelah disonikasi, dilakukan
penyaringan sehingga didapatkan larutan yang jernih dan dipekatkan
dengan menggunakan rotary evaporator. Kemudian, dilakukan
karakterisasi dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan
FTIR.

3.4.3 Uji Toksisitas Ekstrak Sponge terhadap Larva Udang
Artemia salina L.

3.4.3.1. Penetasan telur larva udang Artemia salina L.

Metode uji toksisitas diadaptasi dari Subramani, et al. tahun
2013 [25] dengan menetaskan telur larva udang 0.03 gram dalam 150
mL air laut di dalam wadah botol. Kemudian, dilakukan aerasi dengan
menggunakan aerator dan dinyalakan selama 48 jam. Ditunggu hingga
telur menetas dan larva udang siap digunakan untuk pegujian
toksisitas dengan menggunakan ekstrak sponge.

3.4.3.2 Preparasi larutan uji
Ekstrak kasar sponge dibuat konsentrasi 200 ppm sebagai
larutan induk dengan menimbang 0,02 gram ekstrak sponge dan
menambahkan 1 % Dimetil Sulfoksida (DMSO) dari total larutan.
Kemudian, dilakukan pengenceran dengan konsentrasi 5 ppm; 10
ppm; 25 ppm; 50 ppm; 75 ppm; 100 ppm; 125 ppm; 150 ppm dengan
menggunakan air laut.
13
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3.4.3.3. Uji toksisitas dengan menggunakan larva udang

Larva Artemia salina L. dimasukkan sebanyak dua puluh ekor
dan larutan uji dengan konsentrasi 5 ppm; 10 ppm; 25 ppm; 50 ppm;
75 ppm; 100 ppm; 125 ppm; 150 ppm ditambahkan ke dalam botol
vial sebanyak 5 mL. Dilakukan pengamatan setelah 24 jam dan
diamati banyaknya larva yang mati. Digunakan kontrol blanko
terhadap uji toksisitas dengan penambahan DMSO 1 % dan air laut.
Dibandingkan kontrol blanko dengan larutan uji dengan konsentrasi 5
ppm; 10 ppm; 25 ppm; 50 ppm; 75 ppm; 100 ppm;125 ppm; 150 ppm.
Dihitung % kematian dan LCso dengan membuat kurva antara %
kematian dan konsentrasi.

3.4.4 Uji antioksidan dengan menggunakan radikal DPPH
3.4.4.1. Preparasi larutan uji

Ekstrak kasar sponge dibuat konsentrasi 250 ppm sebagai
larutan induk dengan menimbang 0,025 gram ekstrak sponge dan
dilarutkan dengan metanol dalam labu ukur 100 mL. Kemudian,
dilakukan pengenceran hingga konsentrasi 12,5 ppm; 37,5 ppm; 62,5
ppm; 87,5 ppm; 125 ppm; 150 ppm; 187,5 ppm dalam labu ukur 25
mL dengan menggunakan metanol.

3.4.4.2. Uji antioksidan dengan menggunakan DPPH

Metode uji antioksidan dengan metode DPPH diadaptasi dari
penelitian Hanani, et al. tahun 2005 [3] dilakukan dengan membuat
larutan uji dengan konsentrasi 12,5 ppm; 37,5 ppm; 62,5 ppm; 87,5
ppm; 125 ppm; 150 ppm; 187,5 ppm dan 250 ppm dimasukkan ke
dalam botol vial sebanyak 4 mL dan DPPH 0.1 mM sebanyak 1 mL.
Kontrol uji blanko digunakan dengan menambahkan 4 mL metanol
dan 1 mL DPPH 0.1 mM untuk membuat konsentrasi larutan hingga
10 ppm; 30 ppm; 50 ppm; 70 ppm; 100 ppm;120 ppm; 150 ppm dan
200 ppm. Kontrol blanko dan larutan uji yang telah ditambahkan
DPPH 0.1 mM diinkubasi pada suhu 37 °C selama 30 menit.
Dilakukan pengukuran pada panjang gelombang 516 nm dan
dilakukan perhitungan % inhibisi. Nilai 1Cso dihitung dengan
membuat grafik antara % inhibisi dengan konsentrasi.

14
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3.4.5. Karakterisasi dan analisis produk ekstrak kasar

3.4.5.1. Karakterisasi produk ekstrak kasar sponge dengan

menggunakan spektrofotometer UV-Vis

Metode  karakterisasi - produk ekstrak sponge dengan
spektrofotometer UV-Vis diadaptasi dari penelitian Pore, et al. tahun
2016 [26] ekstrak kasar sponge dilarutkan dalam metanol kemudian
dilakukan pengukuran pada panjang gelombang 200-800 nm. Panjang
gelombang maksimal didapatkan dari nilai absorbansi maksimal.
Instrumentasi yang digunakan yaitu Spektrofotometer UV-Vis merk
Shimadzu 160.

3.4.5.2.Karakterisasi produk ekstrak kasar sponge dengan

menggunakan FTIR

Karakterisasi senyawa penyusun produk ekstrak kasar sponge
dilakukan dengan instrumentasi FTIR. Sampel ekstrak sponge kasar
dicampur dengan KBr dibuatkan dalam bentuk pelet dan dimasukkan
kedalam sample holder. Kemudian, sinar inframerah akan melewati
sampel sehingga molekul pada sampel akan mengalami vibrasi.
Sistem pada komputer akan melakukan analisa data berupa spektrum
berupa % T dan bilangan gelombang. Data tersebut digunakan untuk
memprediksi gugus-gugus fungsi yang merupakan senyawa penyusun
ekstrak sponge.

3.4.5.3. Analisis ekstrak kasar sponge dengan menggunakan LC-

MS

Ekstrak yang memiliki nilai toksisitas tertinggi dilakukan
analisis dengan LC-MS. Analisis ekstrak kasar dengan LC-MS
dilakukan = dengan menimbang 0.02 gram ekstrak kasar dan
melarutkannya dengan metanol. Sampel yang telah siap divortex
selama 1 menit dan disaring dengan milipore dan diinjeksikan dengan
autosampler. Analisis dengan menggunakan LC-MS dilakukan untuk
mengetahui berat molekul dan nama senyawa dari hasil ekstraksi
sponge dengan pelarut etil asetat. Hasil analisa LC-MS didapatkan
kromatogram dan spektra massa dari data tersebut dipilih sepuluh
senyawa yang memiliki luas area terbesar. Kemudian, dari masing-
masing dianalisis spektra massanya. Analisis struktur molekul
dilakukan melalui prediksi kemiripan spektra massa senyawa dengan

15



=
o
(9~
i = ]
—J
>~
S
o
S
%)
o
oo
(- 5]
=

IVERSITAS

spektra massa senyawa library. Diambil senyawa yang mempunyai
nilai kemiripan (Best similar match) di atas 90.

3.4.6 Molecular Docking

Pengujian molecular docking dilakukan secara in silico
diadaptasi dari penelitian yang dilakukan oleh Rizvi, et al tahun 2013
[27]. Ligan yang merupakan senyawa penyusun yang memiliki luas
area yang besar dan kemiripan dengan senyawa library LC-MS yang
besar diambil secara 3D dari http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ dan
target yang merupakan reseptor diambil dari
http://www.rscb.org/pdb/home/home.do . Kemudian, format ligand
diubah menjadi Ligand.pdb dengan menggunakan aplikasi Discovery
Studio Visualiser. Target molekul dibuka melalui aplikasi Discovery
Studio Visualiser, dihilangkan molekul air, Hetatm, rantai B dan
disimpan dalam bentuk Target.pdb. Ligand.pdb dan Target.pdb
diubah format penyimpanan melalui aplikasi Autodock Tools 1.5.6.
Dibuka aplikasi Autodock Tools 1.5.6 dan dibuka Target.pdb, klik
menu edit, tambahkan hidrogen dan klik bagian polar. Klik menu edit,
klik “Add Kollman Charge”, klik OK. Buka menu Grid, Klik
Macromolecules, klik Choose, Target, klik OK dan disimpan dalam
bentuk Target.pdbqt. Kemudian, klik menu Ligand, input dan klik
Ligand.pdb. Pilih menu Ligand, klik “Torsion Tree”, klik “Detect
Root”, buka menu Ligand, klik “Torsion Tree” dan pilih “Set Number
of Torsion”, klik Dismiss. Buka menu Ligand, klik “Aromatic
Carbon”, klik “Aromaticity criterion”, klik OK. Klik menu ligand,
klik output dan disimpan dalam bentuk Ligand.pdbqt. Kemudian,
buka menu “Grid”, klik “Grid box” dan atur dimensi 60x60x60, klik
file dan “Close saving current”. Buka menu grid, klik output,
disimpan dalam bentuk a.gpf. Persiapan file docking parameter
dengan membuka menu docking, klik macromolecules, pilih “Set
Rigid Filename” dan dipilih Target.pdbqt. Kemudian, dipilih menu
docking, klik ligand dan pilih ligand, klik “Accept”. Buka menu
docking, klik Search Parameter. Klik Genetic Algorithm, klik Accept.
Klik menu docking, klik output, klik LamarckianGA dan simpan file
dalam bentuk a.dpf.

Nilai Ki dan Energi ikat dapat diketahui dengan merubah file dpf
dan gpf ke dalam bentuk dlg dan glg dengan menggunakan command
prompt, dengan cara sebagai berikut:
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autogrid4.exe -p a.gpf -1 a.glg&
autodock4.exe -p a.dpf -1 a.dlg&

File a.dlg dapat dibuka dengan aplikasi Autodock Tools 1.5.6 dan
nilai KI, energi ikat dapat dibuka dengan memilih menu analyze,
conformation dan klik & serta show information. Kompleks dapat
divisualisasikan dengan cara membuat file kompleks menggunakan
Autodock Tools 1.5.6.

1.4.6.1. Visualisasi dalam bentuk 2D dan 3D

Kompleks ligan dan target dapat divisualisasikan 2D dalam
bentuk gambar dengan aplikasi Discovery Studio Visualiser. Dengan
membuka kompleks.pdb yang telah dibuat dari hasil Autodock Tools
1.5.6. Kemudian, pilih bagian menu Receptor-Ligand Interactions dan
dipilih menu Show 2D Diagram. Simpan bentuk 2D ke dalam file png.

Visualisasi 3D dari kompleks dilakukan dengan aplikasi
Maestro 11.5. Kompleks.pdb dibuka pada aplikasi Maestro 11.5 dan
pilih menu Ligand Sites dan pilih Transparant Surface Better dan pilih
menu Publication with Solvent dalam Toolbar Presets. Kemudian,
pilih menu Workspace dan simpan dalam bentuk png.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Ekstraksi Sponge dengan Variasi Pelarut dan
Karakterisasi

4.1.1 Hasil Ekstraksi

Metode ekstraksi - yang digunakan yaitu maserasi dengan
bantuan ultrasonik. Metode maserasi dengan bantuan ultrasonik
menurut penelitian Montanez, et al tahun 2014 [28] digunakan dengan
tujuan untuk mempersingkat waktu ekstraksi dan dapat menghasilkan
hasil yang lebih baik. Esktraksi dengan sonikasi tidak dilakukan
dengan suhu tinggi sehingga tidak merusak kandungan senyawa aktif
di dalam ekstrak sponge. Pelarut yang digunakan saat ekstraksi yaitu
pelarut yang bervariasi berdasarkan sifat kepolarannya. Urutan tingkat
kepolaran pelarut dari yang paling polar ke non polar yaitu methanol,
butanol, etil asetat dan n-heksana. Menurut Sayuti tahun 2017 [29]
adanya perbedaan sifat kepolaran pada pelarut dilakukan agar
senyawa metabolit sekunder yang bersifat non polar akan larut pada
pelarut non polar yaitu butanol, senyawa metabolit sekunder yang
bersifat semi polar akan larut pada pelarut semi polar yaitu etil asetat
dan senyawa yang bersifat polar akan larut pada pelarut polar yaitu
metanol.

Setelah dilakukan ekstraksi dengan bantuan sonikasi, dilakukan
penyaringan hingga didapatkan filtrat yang jernih. Kemudian, filtrat
dilakukan evaporasi dengan rotary evaporator dengan tujuan untuk
menghilangkan pelarut sehingga ekstrak kasar diperoleh. Hasil
Rendemen dijelaskan dalam Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Hasil Rendemen Ekstrak Sponge
Massa Massa

No Pelarut awal (g)  ekstrak (g) % Rendemen
1 Metanol 24 1,89 7,88
2 Butanol 24 0,40 1,67
3 Etil Asetat 24 0,32 1,33
4 n-Heksana 24 0,11 0,45
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Ekstrak sponge dengan pelarut metanol diperoleh ekstrak kasar
berwarna hijau sebanyak 1,89 gram dengan rendemen ekstrak sebesar
7,875 %. Ekstrak butanol diperoleh ekstrak kasar berwarna hitam
pekat sebanyak 0,40 gram dengan rendemen ekstrak sebesar 1,67 %.
Ekstrak etil asetat diperoleh ekstrak kasar berwarna hitam pekat
sebanyak 0,32 gram dengan rendemen ekstrak sebesar 1,33 %. Ekstrak
n-heksana diperoleh berwarna hitam sebanyak 0,11 gram dengan
rendemen sebesar 0,45 %.

4.1.2 Hasil Karakterisasi UV-Vis

Spektroskopi merupakan teknik yang mengukur interaksi
molekul dengan radiasi elektromagnetik. Cahaya dengan rentang
panjang gelombang yang dekat (ultraviolet) dan cahaya tampak
dengan panjang gelombang jauh (visibel) dari spektrum
elektromagnetik. Energi cahaya digunakan untuk mempromosikan
elektron dari keadaan dasar ke keadaan tereksitasi. Spektrum
diperoleh ketika penyerapan cahaya diukur sebagai fungsi dari
frekuensi atau panjang gelombang [30]. Sampel ekstrak sponge yang
berupa padatan dan dilakukan pembacaan absorbansi pada
spektrofotometer UV-Vis untuk menentukan panjang gelombang
maksimal ditunjukkan pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2 Panjang Gelombang Maksimal Ekstrak Sponge

Panjang
No EEIS;‘ZT Absorbansi Gelombang
Maksimal (hm)
1 n-Heksana 0,017 405
2 Etil Asetat 0,078 407,5
3 Butanol 0,066 401,5
4 Metanol 0,016 405

Panjang gelombang dari suatu senyawa bergantung pada gugus
kromofor dan auksokrom yang dimiliki suatu senyawa. Transisi
elektronik direkam kuat oleh spektrofotometer UV Vis di sekitar
panjang gelombang 220-700 nm. Sistem elektron pi terkonjugasi
sangat berpengaruh terhadap panjang gelombang suatu senyawa.
Ketika sistem pi terkonjugasi pada suatu senyawa banyak, maka jarak
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energi transisi © -t * menjadi sempit dan menyebabkan panjang
gelombang suatu menjadi besar [31].

4.1.3 Hasil Karakterisasi FTIR
Spektrum FTIR ekstrak sponge dengan pelarut n-heksana
ditunjukkan pada Gambar 4.1.

)— Ekstrak Sponge n-lleksanﬂl
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Bilangan Gelombang (cm™)

Gambar 4.1 Hasil Spektrum FTIR Ekstrak Sponge dengan Pelarut
n-Heksana

Gambar di atas merupakan hasil spektrum infrared dari ekstrak
sponge dengan pelarut n-heksana. Dari spektrum IR ini diperoleh
serapan melebar pada 3414,53 cm yang merupakan serapan dari
gugus fungsi OH. Serapan yang tajam dari gugus C-H alifatik pada
bilangan gelombang 2924,65 cm sp®. Serapan C=0 ditemukan pada
bilangan gelombang 1740,43 cm™. Serapan C-H aromatik ditemukan
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pada bilangan gelombang 1667,14 cm dan serapan C-H alkana pada
bilangan gelombang 1462,70 cm™.

Spektrum FTIR ekstrak sponge dengan pelarut etil asetat ditunjukkan
pada Gambar 4.2.
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Gambar 4.2 Hasil Spektrum FTIR Ekstrak Sponge dengan Pelarut
Etil Asetat

Gambar di atas merupakan hasil spektrum FTIR dari ekstrak
sponge dengan pelarut etil asetat. Diperoleh serapan yang melebar
yang menandakan gugus O-H pada bilangan gelombang 3327,4 cm.
Serapan ulur C-H sp® pada bilangan gelombang 2922,72 cm™.
Terdapat serapan gugus fungsi C=0 yang ditemukan pada bilangan
gelombang 1711,50 cm. Serapan C=C ditemukan pada bilangan
gelombang 1634,35 cm™ dan C-H alkana ditemukan pada bilangan
gelombang 1462,70 cm.
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Spektrum FTIR ekstrak sponge dengan pelarut butanol ditunjukkan
pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Hasil Spektrum FTIR Ekstrak Sponge dengan Pelarut
Butanol

Gambar di atas merupakan hasil spektrum FTIR ekstrak sponge
dengan pelarut butanol. Serapan yang melebar dari gugus fungsi O-H
didapatkan pada bilangan gelombang 3377,89 cm-*. Serapan ulur dari
C-H sp?® didapatkan pada bilangan gelombang 2922,72 cm. Serapan
gugus C=0 dengan intensitas yang kuat didapatkan pada bilangan
gelombang 1705,72 cm. Ditemukan pita serapan C=C pada bilangan
gelombang 1647,86 cm™ dan C-H alkana pada bilangan gelombang
1379,77 cm™.
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Spektrum FTIR ekstrak sponge dengan pelarut metanol ditunjukkan
pada Gambar 4.4
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Gambar 4.4 Hasil Spektrum FTIR Ekstrak Sponge dengan Pelarut
Metanol

Gambar di atas merupakan hasil spektrum FTIR ekstrak sponge
dengan pelarut metanol. Didapatkan intensitas yang kuat dan melebar
pada bilangan gelombang 3375,96 cm? yang merupakan serapan
gugus fungsi O-H. Serapan ulur C-H sp?® didapatkan pada bilangan
gelombang 2918,86 cm™. Serapan pada gugus C=0 dengan intensitas
yang kuat didapatkan pada bilangan gelombang 1688,36 cm™.
Terdapat pita serapan C=C pada bilangan gelombang 1638,21 cm
dan serapan C-H alkana pada bilangan gelombang 1451,13 cm™.
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4.2 Hasil Uji Toksisitas dan Uji Antioksidan Ekstrak Sponge

4.2.1 Hasil Uji Toksisitas

Uji toksisitas menggunakan Artemia salina Leach merupakan
metode yang digunakan untuk mengukur nilai toksisitas pada suatu
ekstrak dan untuk mendeteksi keberadaan senyawa toksik serta untuk
menentukkan nilai LCso dari senyawa aktif [17]. Suatu senyawa dapat
dikatakan toksik apabila nilai dari LCso <1000 ppm [18]. LCs atau
Lethal Concentration 50 merupakan konsentrasi senyawa yang dapat
menyebabkan 50 % kematian dari suatu populasi organisme [32].

Uji toksisitas dilakukan pada ekstrak sponge n-heksana, etil
asetat, butanol dan metanol. Masing-masing ekstrak dibuat larutan
induk 200 ppm dengan penambahan DMSO 1 %. DMSO merupakan
pelarut aprotik yang dapat melarutkan berbagai macam molekul polar
dan non polar. DMSO dapat melarutkan senyawa yang hidrofobik
karena DMSO memiliki gugus alkil yang bersifat non polar dan dapat
melarutkan senyawa hidrofilik karena memiliki gugus S=O yang
bersifat polar [33]. DMSO dapat membantu kelarutan ekstrak dan air
laut pada uji toksisitas dengan menggunakan metode BSLT (Brine
Shrimp Lethality Test) [34].

Uji toksisitas dilakukan dengan membuat larutan induk masing-
masing ekstrak sebesar 200 ppm dan dilakukan pengenceran hingga
konsentrasi 5 ppm; 10 ppm; 25 ppm; 50 ppm; 75 ppm; 100 ppm; 125
ppm; 150 ppm dan 0 ppm sebagai kontrol yang berisikan 1 % DMSO.
Masing-masing konsentrasi dimasukkan larva udang yang sudah
ditetaskan sebanyak 20 ekor. Setiap konsentrasi dilakukan
pengulangan sebanyak 3 kali. Kemudian, didiamkan hingga 24 jam
dan dihitung jumlah larva yang tersisa. Selanjutnya, dihitung persen
kematiannya sehingga dapat diperoleh grafik linier untuk
mendapatkan persamaan linier dan nilai LCso.

Berdasarkan penentuan nilai LCso pada uji toksisitas dengan
metode BSLT terhadap ekstrak sponge n-heksana, etil asetat, butanol
dan metanol. Masing-masing ekstrak sponge didapatkan nilai LCso
dengan konsentrasi <1000 ppm. Pada penelitian ini dapat diketahui
masing-masing ekstrak memiliki sifat toksik dengan nilai LCso <1000
ppm. Ekstrak sponge etil asetat memiliki nilai LCsy yang terendah
diantara ekstrak sponge yang lain. Nilai LCso dari ekstrak sponge etil
asetat yang rendah maka dapat dikatakan bahwa ekstrak etil asetat
memiliki toksisitas yang lebih tinggi dengan nilai LCs 62,50 ppm.
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Tingkat toksisitas ekstrak sponge dijelaskan dalam Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Nilai LCso dari Hasil Uji Toksisitas

No Ekstrak Sponge LCso (ppm)
1 Etil Asetat 62,50

2 n-Heksana 75,61

3 Metanol 95,72

4 n-Butanol 101,77

Grafik hubungan antara % kematian larva Artemia salina L.
dengan konsentrasi ekstrak sponge (ppm) ditunjukkan pada Gambar
4.5.
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Gambar 4.5 Grafik Hubungan antara % Kematian Larva Artemia
salina L. dengan Konsentrasi Ekstrak Sponge (ppm)

Ekstrak sponge etil asetat memiliki % kematian larva Artemia
salina L. yang terbesar diantara ekstrak sponge lain. Urutan tingkat
toksisitas tertinggi yang memiliki nilai LCso konsentrasi terendah
dengan toksisitas paling rendah yang memiliki nilai LCso konsentrasi
tinggi yaitu ekstrak sponge etil asetat, ekstrak sponge n-heksana,
ekstrak sponge metanol dan ekstrak sponge n-butanol.

26



=
o
(9~
i = ]
—J
>~
S
o
)
%)
o
oo
(- 5]
=

UNIVERSITAS

4.2.2 Hasil Uji Antioksidan

Uji antioksidan terhadap radikal DPPH dilakukan untuk
mengetahui nilai 1Cso atau Inhibitory Concentration 50. [Cso
didefinisikan sebagai jumlah antioksidan yang dapat diperlukan untuk
mengurangi konsentrasi radikal bebas sebesar 50 % [35]. Senyawa
antioksidan dapat menghambat dan menurunkan radikal bebas dan
spesies oksigen reaktif yang dapat menginduksi kerusakan jaringan
karena suatu penyakit [36]. Radikal DPPH adalah radikal bebas yang
memiliki penyerapan maksimum pada 516 nm. Jika senyawa mampu
menyumbangkan atom H atau sebagai elektron, maka dapat
menurunkan absorbansi pada 516 nm sehingga terbentuk molekul
yang stabil [37].

Asam askorbat merupakan salah satu jenis senyawa yang
memiliki sifat antioksidan [38]. Asam askorbat memiliki nilai ICso
sebesar 0,67 ppm, asam askorbat sering kali digunakan sebagai bahan
pembanding atau kontrol positif pada uji antioksidan [39]. Asam
askorbat memiliki sifat antioksidatif yang lebih besar jika
dibandingkan dengan nilai 1Csodari masing-masing ekstrak sponge.

Uji antioksidan dilakukan dengan membuat larutan induk 250
ppm dari masing-masing ekstrak sponge n-heksana, etil asetat, butanol
dan metanol. Kemudian, masing-masing larutan induk 250 ppm
dilakukan pengenceran hingga konsentrasi 12,5 ppm; 37,5 ppm; 62,5
ppm; 87,5 ppm; 125 ppm; 150 ppm; 187,5 ppm dan 250 ppm di dalam
botol vial sebanyak 4 mL dan ditambahkan DPPH 0.1 mM sebanyak
1 mL. Inkubasi dilakukan selama 30 menit agar senyawa antioksidan
dapat dengan sempurna bereaksi untuk menurunkan radikal DPPH.
Kemudian, dilakukan pemeriksaan absorbansi dengan
spektrofotometer uv vis agar diketahui penurunan absorbansi dari
setiap konsentrasi ekstrak. Selanjutnya, dihitung persen inhibisi
sehingga dapat diperoleh nilai 1Cso. Tingkat antioksidan dijelaskan
dalam Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Nilai 1Cso dari Hasil Uji Antioksidan

No Ekstrak Sponge I1Cs0 (ppm)
1 n-Butanol 17,34
2 Etil Asetat 98,96
3 n-Heksana 161,17
4 Metanol 172,27
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Grafik antara % inhibisi dari radikal DPPH terhadap berbagai
jenis ekstrak dalam konsentrasi yang berbeda ditunjukkan pada
Gambar 4.6.
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Gambar 4. 6 Grafik Hubungan antara % Inhibisi dengan
Konsentrasi Ekstrak

Ekstrak sponge n-Butanol memiliki aktivitas penghambatan
radikal DPPH tertinggi dibandingkan dengan ekstrak sponge dengan
pelarut etil asetat, n-heksana dan metanol.
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Grafik hubungan antara % inhibisi radikal DPPH dengan
konsentrasi ekstrak sponge (ppm) ditunjukkan pada Gambar 4.7.
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Gambar 4. 7. Grafik Hubungan antara % Inhibisi Radikal DPPH.
dengan Konsentrasi Ekstrak Sponge (ppm)

Ekstrak sponge butanol memiliki % penghambatan radikal bebas
yang terbesar diantara ekstrak sponge lain. Urutan tingkat antioksidan
tertinggi yang memiliki nilai 1Cso konsentrasi terendah dengan
antioksidan paling rendah yang memiliki nilai 1Cso konsentrasi tinggi
yaitu ekstrak sponge etil asetat, ekstrak sponge n-heksana dan ekstrak
sponge metanol.
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4.3 Hasil Analisis dengan LC MS (Liquid Chromatography Mass

Spectra)

Ekstrak sponge etil asetat dilakukan analisa dengan LC-MS karena
ekstrak sponge etil asetat memiliki nilai LCso tertinggi. Hasil analisis
LC MS ekstrak sponge dengan pelarut etil asetat diperoleh
kromatogram dan spektra senyawa campuran ekstrak yang
ditunjukkan pada Gambar 4.8 dan Gambar 4.9.
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Gambar 4.8 Kromatogram Ekstrak Campuran Sponge Etil Asetat
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Gambar 4.9 Spektra Massa dari Ekstrak Etil Asetat
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Gambar 4.10 Kromatogram Tunggal Senyawa Unknown
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Gambar 4.11 Spektra Massa Senyawa Unknown
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Gambar 4.12 Kromatogram Tunggal Asam Ftalat

S6_FullScreen_Pos_1 (F1) #6453, RT=12.985 min, MS1, FTMS (+)
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Gambar 4.13 Spektra Massa Asam Ftalat
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Gambar 4.14 Kromatogram Tunggal 2-{5-[2-({2-[5-(2-
Hydroxypropyl)tetrahydrofuranyl]propanoyl}oxy)propyl]tetrahydro-
2-furanyl}propanoic acid
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Gambar 4.15 Spektra Massa 2-{5-[2-({2-[5-(2-
Hydroxypropyl)tetrahydrofuranyl]propanoyl}oxy)propyl]tetrahydro-
2-furanyl}propanoic acid
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Gambar 4.16 Kromatogram Tunggal Chlorhexidine

S6_FullScreen_Pos_1 (F1) #12865, RT=26.383 min, MS1, FTMS (+)
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Gambar 4.17 Spektra Massa Chlorhexidine
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Gambar 4.18 Kromatogram Tunggal 1,3,7-Octanetriol
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Gambar 4.19 Spektra Massa 1,3,7-Octanetriol
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Gambar 4.20 Kromatogram Tunggal Tobramycin

S6_FullScreen_Pos_1 (F1) #10699, RT=21.539 min, MS1, FTMS (+)
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Gambar 4.21 Spektra Massa Tobramycin
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Gambar 4.22 Kromatogram Tunggal Bis(2-ethylhexyl) isophthalate

S6_FullScreen_Pos_1 (F1) #12887, RT=26.419 min, MS1, FTMS (+)
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Gambar 4.23 Spektra Massa Bis(2-ethylhexyl) isophthalate
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Gambar 4.24 Kromatogram Tunggal Stigmatellin Y

S6_FullScreen_Pos_1 (F1) #7322, RT=14.713 min, MS1, FTMS (+)
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Gambar 4.25 Spektra Massa Stigmatellin Y
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Gambar 4.26 Kromatogram Tunggal Cholecalciferol

S6_FullScreen_Pos_1 (F1) #10259, RT=20.642 min, MS1, FTMS (+)
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Gambar 4.27 Spektra Massa Cholecalciferol
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Gambar 4.28 Kromatogram Tunggal Maraniol
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Gambar 4.29 Spektra Massa Maraniol
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Nama senyawa tunggal, struktur kimia, kemiripan dengan library,
berat molekul, luas area dan waktu retensi dari ekstrak sponge dengan
pelarut etil asetat disajikan pada Tabel 4.5.

Tabel 4.5 Identifikasi Senyawa Ekstrak Etil Asetat

Luas Area Senyawa,

Rt VA, Best
(men Adan Lulas_f Rzmus iR Struktur Kimia Similar
it rea Relati an Massa erisitoR

(%) Relatif (g/mol)
165 57780422,70  nknown, Tidak
5 (23,5) C1sH2604 diketahui 735
' (330,276)
NG OH
Asam ftalat,
12,9  12473058,6 CsHsO4 e 96.3
8 (5,07) (166,13)
2-{5-[2-({2-[5-(2-
Hydroxypropyl)tetra . CHy
hydro-2- \< 0 0 ;
furanyl]propanoyl}o ~( W W
1,04 8527888,034  xy)propyllictiahydio L0 A 793
(3147) furanyl}propanoic
acid, C20H3405 0 "0H
(370)
M H /K Il\ N\ q
6739874.85 Chlorhexidi i WTY 75.2
26,3 (2.74) Ne, a :
9 ’ C22H30Cl2N1o
(505,4)
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[ =18
1)
1,3,7-
0.89 6053192 12 Octanetriol, HO\/Y\/\I/OH
| (2.46) O o (02
’ (162,23)
Tobramycin i:{
5894042,49 ' :
AL . CisHarNsOs jit 98.8
' (467,5) n
Bis(2-
ethylhexyl)
22’4 40?5 %319)),64 isophthalate, 57 689
' C24H3804 \/\/Ci
(390.6) ** ™
14,7 3695936,939  Stigmatellin o 4,7
13 (1,52) Y, Cag HaoOs
(484,28) . " /ﬁ\/
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Luas Area Senyawa,

Rt dan Luas Rumus Kimia Best
(men ] Struktur Kimia Similar
it Area Relatif dan_ Massa Freitan

(%) Relatif (g/mol)
20,6  2967930,81  Cholecalci 857
3 (1120) ferol, C27H44O OH
(384,6)
N
CHy

12,9 2619117,257  Maraniol, m 97,6
85 (1,06) C12H1203 o o o

(20407) |

Asam ftalat merupakan senyawa organik yang termasuk ke dalam
golongan asam dikarboksilat aromatik sederhana [40]. 2-{5-[2-({2-[5-
(2-Hydroxypropyltetrahydro-2  furanyl] propanoyl}oxy) propyl]
tetrahydro-2-furanyl} propanoic acid merupakan senyawa organik
yang termasuk ke dalam golongan asam karboksilat. Chlorhexidine
adalah senyawa biguanide yang digunakan sebagai agen antiseptik
dengan aktivitas antibakteri. Chlorhexidine bereaksi dengan
permukaan sel mikroba yang bermuatan negatif, kemudian
menghancurkan integritas membran sel [41]. 1,3,7-Octanetriol milik
senyawa organik yang dikenal sebagai alkohol lemak. 1,3,7-
Octanetriol dapat ditemukan pada tumbuhan dan hewan [42]. Bis-2-
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ethylhexyl isophtalate merupakan senyawa organik yang masuk ke
dalam golongan ester yang dapat digunakan dalam bidang industri
plastik sebagai bahan tambahan PVC [43]. Cholecalciferol biasa
disebut sebagai vitamin D3 yang larut dalam lemak dan termasuk ke
dalam golongan steroid serta dapat diproduksi di kulit dengan bantuan
sinar UV [44].

Maraniol dan Stigmatellin Y merupakan senyawa yang memiliki
gugus chromone. Gugus chromone merupakan senyawa alami yang
terdiri dari 4H-benzopyran-4one. Gugus chromone dapat ditemui di
beberapa spesies tanaman tingkat tinggi. Gugus chromone memiliki
aktivitas antioksidan dengan cara bereaksi langsung dengan radikal
bebas dan melalui proses khelasi logam Fe (I1) dan Cu(ll). Senyawa
chromone atau turunan senyawa chromone memiliki sifat antikanker.
Pengobatan penyakit kanker khususnya kanker payudara dengan
senyawa chromone ini membuat modulasi transportasi obat lebih
efisien ke tingkat kemoterapi yang lebih tinggi [45].

Tobramyecin diidentifikasi sebagai bagian dari antibiotik kompleks.
Tobramycin dapat menghambat sintesis protein dengan mengikat
dengan 30S ribosom dari ribosom sel prokariotik. Tobramycin
memiliki sifat antibakteri terhadap Staphylococcus pneumoniae dan
tobramycin aktif terhadap banyak bakteri gram negatif aerob dan
fakultatif termasuk Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa dan
Acinetobacter sp. [46].

Dilihat dari kemampuan senyawa Maraniol dan Stigmatellin Y
yang memiliki sifat antikanker serta Tobramycin yang mampu
bertindak sebagai antibiotik, maka dari itu ketiga senyawa ini dipilih
untuk dilakukan molecular docking terhadap reseptor kanker.

4.4 Hasil Molecular Docking

Pengujian aktivitas antikanker senyawa penyusun ekstrak sponge
etil asetat dilakukan secara molecular docking dengan menggunakan
reseptor kanker payudara (3ERT), kanker paru-paru (4LRM), kanker
kolon (2HQ6) dan kanker serviks (3V3V) yang diambil dari
http://www.rsch.org/pdb/home/home.do .

Hasil docking memberikan nilai konstanta inhibisi dan energi ikat
dari interaksi antara senyawa aktif dan reseptor dijelaskan dalam
Tabel 4.6.
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Tabel 4.6 Hasil docking senyawa dengan beberapa reseptor kanker
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SHAGRI Reseptor Ki Energi Ikat RMSD
y P (M)  (kcal/mal) (A
3ERT 7,9 - 6,96 0,25
4LRM 39,81 -6,0 0,59

Stigmatellin
Y 2HQ6 2,92 -3,46 0,6
3Vv3Vv 1,42 -3,88 1,4
2PEO 1,04 -4,07 0,98
3ERT 10,07 -6,82 0,4
4LRM 57,29 -5,79 2,67

Maraniol

2HQ6 48,99 -5,88 0,97
3V3Vv 40,5 -5,99 0,91
2PEO 134,94 -5,28 3,0
3ERT 13,51 -6,64 1,13
4LRM 33,45 -6,11 2,16
Tobramycin 2HQ6 32,57 -6,12 2,16
3V3V 42,55 -5,96 0,53
2PEO 2,29 -3,6 2,56
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Hasil pengujian aktivitas antikanker dengan menggunakan
senyawa Stigmatellin Y menyatakan bahwa senyawa Stigmatellin Y
memiliki kemampuan yang cukup efektif untuk menghambat reseptor
kanker payudara (3ERT) dengan Ki sebesar 7.9 uM dan energi ikat
sebesar -6.96 kcal/mol, kanker kolon (2HQ6) dengan Ki sebesar 2.92
UM dan energi ikat sebesar -3.46 kcal/mol dan kanker serviks (3V3V)
dengan Ki sebesar 1.42 pM dan energi ikat sebesar -3.88 kcal/mol
serta dapat menghambat reseptor 2PEQ yang merupakan regulator
utama penyebab penyakit kanker dengan Ki sebesar 1.04 yuM dan
energi ikat sebesar -4.07 kcal/mol. Senyawa Maraniol dan
Tobramycin memiliki aktivitas penghambatan yang cukup efektif
dalam pengobatan penyakit kanker payudara (3ERT) dengan nilai Ki
dan energi ikat berturut-turut sebesar 10.07 uM dan 13.51 uM, serta
energi ikat berturut-turut sebesar -6.82 dan -6.64 kcal/mol.

Energi ikat yang lebih rendah dapat meningkatkan potensi untuk
melakukan pengikatan dengan protein target reseptor. Interaksi antara
reseptor dengan molekul yang memiliki energi ikat yang rendah
membuat interaksi lebih stabil sehingga memiliki kemantapan yang
tinggi antara kedudukan molekul satu dengan lain. Konstanta inhibisi
(Ki) merupakan indikasi seberapa kuat penghambatan substrat dan
inhibitor untuk mengikat suatu protein. Semakin kecil nilai Ki, maka
semakin besar afinitas pengikatan untuk menghambat aktivitas suatu
enzim [47]. Nilai RMSD yang baik yaitu <2 A, hal ini menunjukkan
semakin kecil nilai RMSD, maka semakin tepat pula interaksi antara
ligan dan reseptor [27].

Ikatan hidrogen terhadap obat dan reseptor dianggap sebagai
kontributor yang paling penting dan orientasi tersebut digunakan
untuk menentukan kekhususan antara interaksi reseptor dan obat.
Ikatan antara kompleks protein dan inhibitor harus memiliki ikatan
hidrogen di mana ikatan hidrogen dan interaksi antara muatan-muatan
terlihat jelas. Dalam suatu desain obat diperlukan keseimbangan
antara ikatan polar dan hidrofobik. lkatan obat yang kuat dengan
reseptor dicapai melalui interaksi kutub dan yang paling penting
melalui optimalisasi interaksi hidrofobik spesifik. Suatu obat harus
dapat mengontrol Kkelarutan, penyerapan, metabolisme, dan sifat
farmakokinetik harus dicapai terutama melalui interaksi kutub,
bersama dengan lipofilisitas yang cukup untuk menembus lapisan
lipid bilayer [48].
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5.1 Kesimpulan

Ekstraksi sponge Clionidae sp. dilakukan dengan menggunakan
metode sonikasi dan didapatkan % randemen ekstrak dengan pelarut
n-heksana, etil asetat, n-butanol dan metanol berturut-turut sebesar
0,45 %, 1,33 %, 1,67 % dan 7,88 %. Hasil karakterisasi dengan UV
Vis didapatkan panjang gelombang maksimal untuk ekstrak sponge n-
heksana, etil asetat, butanol dan metanol berturut-turut sebesar 405
nm, 407,5 nm, 401,5 nm dan 405 nm. Ekstrak sponge Clionidae sp.
dengan pelarut n-heksana, etil asetat, n-butanol dan metanol memiliki
gugus fungsi O-H, C-H, C=0 dan C=C dari hasil karakterisasi dengan
FTIR. Nilai LCso dari uji toksisitas ekstrak sponge terhadap Artemia
salina L. didapatkan hasil untuk ekstrak sponge etil asetat, n-heksana,
metanol dan n-butanol berturut-turut yaitu 62,50 ppm, 75,61 ppm,
95,72 ppm dan 101,77 ppm. Nilai 1Cso dari hasil uji antioksidan
terhadap radikal DPPH didapatkan hasil untuk ekstrak n-butanol, etil
asetat, n-heksana dan metanol berturut-turut yaitu 77,34 ppm, 98,96
ppm, 161,17 ppm dan 172,27 ppm. Ekstrak sponge etil asetat memiliki
nilai LCsp tertinggi dari hasil uji toksisitas yaitu sebesar 62.50 ppm
sehingga ekstrak etil asetat dilakukan analisa dengan LC-MS.
Senyawa Stigmatellin 'Y, Maraniol, dan Tobramycin merupakan
senyawa yang terdapat dalam pelarut etil asetat. Stigmatellin Y
memiliki aktivitas antikanker tertinggi terhadap reseptor kanker
payudara (3ERT), kanker kolon (2HQG6) dan kanker serviks (3V3V)
serta dapat menghambat reseptor 2PEO yang merupakan regulator
utama penyebab penyakit kanker. Maraniol dan Tobramycin memiliki
aktivitas penghambatan yang cukup efektif dalam pengobatan
penyakit kanker payudara (3ERT).

5.2 Saran

Sebaiknya dilakukan isolasi dengan HPLC sehingga didapatkan
senyawa yang lebih murni.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Diagram Alir
Lampiran A. 1 Tahapan Penelitian

repository.ub.ac.id

Preparasi sampel sponge laut Clionidae sp.

v

Ekstraksi sponge dengan pelarut n-heksana, n-butanol, metanol dan etilasetat

N

Disarina dan dipekatkan denaan rotary evaporator

N

Uji toksisitas dan uji antioksidan ekstrak kasar sponge

v

Karakterisasi dengan FTIR, UV-Vis dan Analisa dengan LC-MS untuk ekstrak sponge yang
memiliki nilai LCso tertinggi dan dilakukan docking dengan reseptor kanker

Lampiran A.2 Preparasi sampel sponge

Sponge Clionidae sp.

v

Dibersihkan dengan etanol 96%

v

Dipotong kecil-kecil dengan gunting

v

[
[
[
[ Dikeringkan pada suhu ruang
[
[

-~ Y N

v

Dihaluskan denaan blender ]

\

Ditimbang dengan neraca ]
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Lampiran A.3 Ekstraksi sponge dengan variasi pelarut, karakterisasi
dan docking

[ Sampel sponae Clionidae sp. vana telah halus ]
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\
[ Ditimbana sebanvak 24 aram ]

J

[ Ditambahkan 100 mL pelarut (n-heksana, n-butanol, etil asetat, metanol) ]

J

[ Dilakukan sonikasi selama 1 jam ]

\
[ Disaring dan diambil ekstrak kasar ]

y

Diekstrak kembali residunya dengan 100 mL pelarut

\

Disaring, larutan ditampung

y

Dipekatkan dengan rotary evaporator

y

[ Dilakukan uii toksisitas dan uii antioksidan

J

[ Dilakukan karakterisasi dengan LC-MS, FTIR, spektrofotometer UV-Vis ]

v

[ Dilakukan docking dari senyawa dominan dengan reseptor kanker ]
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Lampiran A.4 Uji toksisitas terhadap Artemia salina L.

Preparasi sampel ekstrak uji
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Ekstrak kasar sponge Clionidae sp.

. J

v

4 )
Dibuat 0;10; 25; 50; 75; 100; 125 ppm dalam air laut yang
mengandung DMSO sebanyak 1% dari larutan induk 200

ppm
\. \l/ J
[ Sampel uji ]

Penetasan telur larva udang Artemia salina L.

[ Telur Artemia salina L.

v

Ditimbana sebanvak 0.3 aram

v

Dimasukkan kedalam 1000 mL air laut dan dilakukan

!

Diinkubasi selama 48 jam

Larva udana Artemia salina L

D e N e
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Pelaksanaan uji toksisitas

[ Sampel uji
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}

Dimasukkan kedalam 3 buah botol vial sebanyak 5 mL
untuk pengulangan 3 kali

Ditambahkan 20 ekor larva Artemia salina L.

Vv

[ Didiamkan selama 24 jam

!

Dihitung jumlah larva yang hidup

!

Dihitung % kematian dan dibuat kurva antara %
kematian dan konsentrasi untuk mendapatkan LCso




Lampiran A.5 Uji antioksidan dengan menggunakan radikal DPPH
Preparasi sampel ekstrak uji
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Ekstrak kasar sponge Clionidae sp. ditimbang 0,025 gram ]
v
-

Dibuat konsentrasi 12,5 ppm, 37,5 ppm, 62,5 ppm, 87,5
ppm, 125 ppm, 150 ppm187,5 ppm, 250 ppm dengan
metanol dalam labu ukur 25 mL

5 7
Sampel uji ]

Pengujian antioksidan dengan menggunakan radikal DPPH

-
Larutan uji 12,5 ppm, 37,5 ppm, 62,5 ppm, 87,5 ppm, 125 ppm, 150
ppm187,5 ppm, 250 ppm dimasukkan ke dalam vial sebanyak 4 mL

L

\4

4 N\

Dimasukkan 4 mL metanol ke dalam vial sebagai blanko

v

Ditambahkan DPPH 0.1 mM sebanyak 1 mL

Diinkubasi selama 30 menit

Diukur absorbansi pada panjang gelombang 516 nm
dengan spektrofotometer uv-vis
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Lampiran B. Perhitungan
Lampiran B. 1 Perhitungan Uji Toksisitas

1. Larutan Kontrol untuk Uji Toksisitas

Larutan DMSO 1% = ——x100%
100 mL
X =1ml
Dibutuhkan larutan DMSQO pekat sebanyak 1 ml yang diencerkan
dalam 100 ml air laut untuk pembuatan standar induk ekstrak 200

ppm.

2. Persiapan larutan uji untuk uji toksisitas
2.1. Pembuatan larutan induk 200 ppm

200 = =%

X =200 ppmx0,1L
=20mg =0,02¢g
untuk membuat larutan induk ditimbang ekstrak sebanyak 0,02 g,
kemudian diencerkan dalam air laut yang mengandung DMSO 1%
untuk membuat larutan dengan konsentrasi 200 ppm dalam labu takar
100 ml.

2.2. Pembuatan larutan uji 5 ppm
VixM; =V,x M

X . 200 ppm=25mL .5 ppm
x=0,625 mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 5 ppm dibutuhkan
larutan uji 200 ppm sebanyak 0,625 mL dalam labu takar 25 mL.
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2.3. Pembuatan larutan uji 10 ppm (v/v)
VixM; =Vox M

X ..200 ppm=25 mL . 10 ppm
x=1,25mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 10 ppm dibutuhkan
larutan uji 200 ppm sebanyak 1,25 mL dalam labu takar 25 mL.

2.4. Pembuatan larutan uji 25 ppm
VixM; =Vo2x M

X . 200 ppm= 25 mL . 25 ppm
x=3,125 mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 25 ppm dibutuhkan
larutan uji 200 ppm sebanyak 3,125 mL dalam labu takar 25 mL.

2.5. Pembuatan larutan uji 50 ppm (v/v)
VixM; =Vyx M,

X . 200 ppm=25 mL . 50 ppm
X =6,25 mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 50 ppm dibutuhkan
larutan uji 200 ppm sebanyak 6,25 mL dalam labu takar 25 mL.

2.6. Pembuatan larutan uji 75 ppm (v/v)
VixM; =V xMs

X . 200 ppm=25mL . 75 ppm

X =9,375mL
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untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 75 ppm dibutuhkan
larutan uji 200 ppm sebanyak 9,375 mL dalam labu takar 25 mL.

2.7. Pembuatan larutan uji 100 ppm
VixM; =V2x M

X . 200 ppm=25mL . 100 ppm
x=12,5mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 100 ppm dibutuhkan
larutan uji 200 ppm sebanyak 12,5 mL dalam labu takar 25 mL.

2.8. Pembuatan larutan uji 125 ppm
VixM; =V,o,x M

X . 200 ppm=25mL . 125 ppm
x = 15,625 mL
untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 125 ppm dibutuhkan
larutan uji 200 ppm sebanyak 15,625 mL dalam labu takar 25 mL.
2.9. Pembuatan larutan uji 150 ppm
VixM; =V,x Mz
X . 200 ppm=25mL . 150 ppm
x =18,75mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 150 ppm dibutuhkan
larutan uji 200 ppm sebanyak 18,75 mL dalam labu takar 25 mL.

3. % mortality (Kematian Larva) =

Jumlah larva uji mati — jumlah larva kontrol mati

0,
Jumlah total larva uji x 100%
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Data Uji Toksisitas Ekstrak Sponge n-Heksana
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Konsentrasi (ppm) Pengulangan
PP 1 2 3
5 3 4 3
10 5 4 4
25 6 5 5
50 7 6 8
75 9 9 10
100 12 11 10
125 14 15 15
150 19 19 18
Konsentrasi Kematian Rata-rata sD
(ppm) 1 2 3 | kematian
5 15 20 15 16.67 2.89
10 25 20 20 21.67 2.89
25 30 25 25 26.67 2.89
50 35 30 40 35.00 5
75 45 45 50 46.67 2.89
100 60 55 50 55.00 5
125 70 75 75 73.33 2.89
150 95 95 90 93.33 2.89
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Data Uji Toksisitas Ekstrak Sponge Etil Asetat

Pengulangan

Konsentrasi m
(ppm) . ) 3
5 4 3 4
10 5 5 6
25 8 7 8
50 8 9 9
75 10 11 12
100 15 14 13
125 16 16 15
150 17 18 18
Konsentrasi Kematian Rata-rata sD
(ppm) 1 2 3 kematian
5 20 15 20 18.33 2.89
10 25 25 30 26.67 2.89
25 40 35 40 38.33 2.89
50 40 45 45 43.33 2.89
75 50 55 60 55.00 5
100 75 70 65 70.00 5
125 80 80 75 78.33 2.89
150 85 90 90 88.33 2.89
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Data Uji Toksisitas Ekstrak Sponge n-Butanol
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Konsentrasi (ppm) Pengulangan
PP 3 2 3
5 4 3 3
10 6 5 5
25 6 6 5
50 7 8 7
75 9 8 9
100 10 10 9
125 11 12 10
150 14 13 12
Konsentrasi Kematian Rata-rata sD
(ppm) 1 2 3 kematian
5 20 15 15 16.67 2.89
10 30 25 25 26.67 2.89
25 30 30 25 28.33 2.89
50 35 40 35 36.67 2.89
75 45 40 45 43.33 2.89
100 50 50 45 48.33 2.89
125 55 60 50 55.00 5
150 70 65 60 65.00 5
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Data Uji Toksisitas Ekstrak Sponge Metanol

Pengulangan

Konsentrasi m
(ppm) . ) 3
5 4 4 5
10 4 5 6
25 6 7 7
50 8 7 6
75 7 8 8
100 11 9 10
125 12 10 13
150 14 15 13
Konsentrasi Kematian Rata-rata sD
(ppm) 1 2 3 kematian
5 20 20 25 21.67 2.89
10 20 25 30 25.00 5
25 30 35 35 33.33 2.89
50 40 35 30 35.00 5
75 35 40 40 38.33 2.89
100 55 45 50 50.00 5
125 60 50 65 58.33 2.89
150 70 75 65 70.00 5
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Lampiran B.2 Perhitungan Uji Antioksidan

1. Pembuatan larutan induk 250 ppm
= Beinsf?
250 ppm = 01L

X =250 ppmx 0.1 L
=25mg=0,025¢g

untuk membuat larutan induk ditimbang ekstrak sebanyak 0,025 g,
kemudian diencerkan dalam metanol untuk membuat larutan dengan
konsentrasi 250 ppm dalam labu takar 100 ml.
2. Persiapan larutan uji antioksidan
2.1 Pembuatan larutan uji 12,5 ppm
VixM; =Vyx Mo
X . 250 ppm=25mL . 12,5 ppm
x=15mL
untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 12,5 ppm dibutuhkan
larutan uji 250 ppm sebanyak 1,5 mL dalam labu takar 25 mL.
2.2 Pembuatan larutan uji 37,5 ppm
VixM: =Vo2xM;
X . 250 ppm=25mL . 37,5 ppm
x =375 mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 37,5 ppm dibutuhkan
larutan uji 250 ppm sebanyak 3,75 mL dalam labu takar 25 mL.
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2.3. Pembuatan larutan uji 62,5 ppm

VixM; =V,x M,

X .200 ppm= 25 mL . 62,5 ppm
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X =6,25mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 62,5 ppm dibutuhkan
larutan uji 250 ppm sebanyak 6,25 mL dalam labu takar 25 mL.

2.4 Pembuatan larutan uji 87,5 ppm
VixM; =V,x M

X . 250 ppm=25mL . 87,5 ppm
X =8,75 mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 87,5 ppm dibutuhkan
larutan uji 250 ppm sebanyak 8,75 mL dalam labu takar 25 mL.

2.5 Pembuatan larutan uji 125 ppm
VixM; = Vz X Mz

X . 250 ppm=25mL . 125 ppm
x=12,5mL

untuk membuat larutan uji- dengan konsentrasi 125 ppm dibutuhkan
larutan uji 250 ppm sebanyak 12,5 mL dalam labu takar 25 mL.

2.6 Pembuatan larutan uji 150 ppm
VixM; =V,x M

X . 250 ppm=25mL . 150 ppm
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x=15mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 150 ppm dibutuhkan
larutan uji 250 ppm sebanyak 15 mL dalam labu takar 25 mL.
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2.7 Pembuatan larutan uji 187,5 ppm
Vix My =V2xM;
X . 250 ppm= 25 mL . 187,5 ppm
x =18,75 mL

untuk membuat larutan uji dengan konsentrasi 187,5 ppm dibutuhkan
larutan uji 250 ppm sebanyak 18,75 mL dalam labu takar 25 mL.

2.8 Pengenceran dalam vial

Konsentrasi awal Larutan yang Konsentrasi akhir

(ppm) diambil (mL) (ppm)
12,5 10
37,5 30
62,5 50
87,5 4mL 70
125 100
150 120

187,5 150
250 200

4. % inhibisi =

Absorbansi blanko — Absorbansi sampel

0,
Absorbansi blanko x 100%

68




=
o
(9~
i = ]
—J
>~
S
o
S
%)
o
oo
(- 5]
=

Data Uji Antioksidan Ekstrak Sponge n-Heksana

Konsentrasi | Absorbansi | %inhibisi
0 0.815
10 0.535 34.36
30 0.498 38.90
50 0.49 39.88
70 0.449 4491
100 0.44 46.01
120 0.416 48.96
150 0.408 49.94
200 0.389 52.27

Data Uji Antioksidan Ekstrak Sponge Etil Asetat

Konsentrasi | Absorbansi | %inhibisi

0 0.86

10 0.543 36.9
30 0.533 38.0
50 0.466 45.8
70 0.423 50.8
100 0.423 50.8
120 0.398 53.7
150 0.366 57.4
200 0.362 57.9
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Data Uji Antioksidan Ekstrak Sponge n-Butanol

Konsentrasi | Absorbansi | %inhibisi
0 0.815
10 0.536 34.23
30 0.488 40.12
50 0.445 45.40
70 0.416 48.96
100 0.373 54.23
120 0.335 58.90
150 0.314 61.47
200 0.307 62.33

Data Uji Antioksidan Ekstrak Sponge Metanol

Konsentrasi | Absorbansi | %inhibisi

0 0.86

10 0.637 25.93
30 0.599 30.35
50 0.57 33.72
70 0.556 35.35
100 0.526 38.84
120 0.499 41.98
150 0.43 50.00
200 0.392 54.42




Lampiran C. Hasil Molecular Docking
Lampiran C.1 Hasil Molecular Docking senyawa Stigmatellin Y

Gambar C.1.1 Hasil Molecular Docking Senyawa Stigmatellin Y
dengan Reseptor Kanker Payudara (3ERT)
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Interaksi 3D Stigmatellin Y dengan Reseptor Kanker Payudara
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Interaksi 2D Stigmatellin Y dengan Reseptor Kanker Payudara
(3ERT)
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Gambar C.1.2 Hasil Molecular Docking senyawa Stigmatellin Y

dengan Reseptor Kanker Kolon (2HQ6)
~—gm

TR

=
o
(9~
i = ]
—J
-
S—
o
)
%)
o
oo
(- 5]
=

Interaksi 3D Stigmatellin Y dengan Reseptor Kanker Kolon (2HQ6)
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Gambar C.1.3 Hasil Molecular Docking senyawa Stigmatellin Y
dengan Reseptor Kanker Paru-paru (4LRM)
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Gambar C.1.4 Hasil Molecular Docking senyawa Stigmatellin Y
dengan Reseptor Kanker Serviks (3V3V)
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Gambar C.1.5 Hasil Molecular Docking senyawa Stigmatellin Y
dengan Reseptor Penyebab Kanker (2PEQ)
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Lampiran C. 2 Hasil Molecular Docking senyawa Maraniol

Gambar C.2.1 Hasil Molecular Docking senyawa Maraniol dengan
Reseptor Kanker Payudara (3ERT)
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Gambar C.2.2 Hasil Molecular Docking senyawa Maraniol dengan
Reseptor Kanker Kolon (2HQ6)
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Gambar C.2.3 Hasil Molecular Docking senyawa Maraniol dengan
Reseptor Kanker Paru-paru (4LRM)
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Gambar C.2. 4 Hasil Molecular Docking senyawa Maraniol dengan
Reseptor Kanker Serviks (3V3V)
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Gambar C.2.5 Hasil Molecular Docking senyawa Maraniol dengan
Reseptor Penyebab Kanker (2PEQ)
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Lampiran C.3 Hasil Molecular Docking senyawa Tobramycin

Gambar C.3.1 Hasil Molecular Docking senyawa Tobramycin
dengan Reseptor Kanker Payudara (3ERT)
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Gambar C.3.2 Hasil Molecular Docking senyawa Tobramycin
dengan Reseptor Kanker Kolon (2HQ6)
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Gambar C.3.3 Hasil Molecular Docking silico senyawa Tobramycin
dengan Reseptor Kanker Paru-paru (4LRM)
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Gambar C.3.4 Hasil Molecular Docking senyawa Tobramycin
dengan Reseptor Kanker Servilgs (3V3V)
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Gambar C.3.5 Hasil Molecular Docking senyawa Tobramycin
dengan Reseptor Penyebab Kanker (2PEQ)
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Lampiran D. Dokumentasi Penelitian

Gambar D.1.1 Proses Ekstraksi
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Gambar D.1.2 Uji Toksisitas
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